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Радиорезистентная бактерия Deinococcus radiodurans является одной из самых интересных моделей для изу�
чения стрессоустойчивости клеток. Исследования механизмов регуляции экспрессии генов у D. radiodurans
выявили ряд особенностей транскрипционного аппарата, которые могут играть роль в устойчивости клеток
к ДНК�повреждающим воздействиям. В частности, РНК�полимераза D. radiodurans образует нестабильные
промоторные комплексы, а на стадии элонгации транскрипции способна с гораздо большей скоростью рас�
щеплять РНК�транскрипт, чем РНК�полимераза Escherichia coli. Исследования структуры и функций РНК�
полимеразы D. radiodurans затруднены в связи с отсутствием удобной генетической системы для получения
мутаций в генах РНК�полимеразы и сложностью выделения фермента. В данной работе создана система для
экспрессии РНК�полимеразы D. radiodurans в клетках E. coli. Получен экспрессионный вектор, содержащий
гены всех субъединиц кор�фермента данной РНК�полимеразы, подобраны условия экспрессии и выделе�
ния белка, свободного от примесей. Установлено, что РНК�полимераза D. radiodurans обладает повышен�
ной скоростью расщепления РНК по сравнению с ферментом E. coli в широком диапазоне условий, в т.ч.
при различных концентрациях ионов магния и рН реакционного буфера. Разработанная экспрессионная
система может быть использована для изучения особенностей реакции расщепления РНК и механизмов ре�
гуляции транскрипции у D. radiodurans, в т.ч. с использованием мутантных вариантов РНК�полимеразы.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: Deinococcus radiodurans, экспрессия белков, РНК�полимераза, расщепление РНК.

РНК�полимераза (РНКП) – сложная моле�
кулярная машина, которая осуществляет про�
цесс транскрипции. У бактерий инициация
транскрипции осуществляется холоферментом
РНКП, содержащим σ�субъединицу, ответ�
ственную за узнавание промоторных элементов.
Дальнейшие стадии транскрипции – элонгация
и терминация – могут осуществляться в отсут�
ствие σ�субъединицы кор�ферментом РНКП,
состоящим из пяти субъединиц – α2ββ'ω. Ак�
тивный центр фермента образован β� и β'�субъ�
единицами и содержит два каталитических иона
магния, которые играют ключевую роль в ката�
лизе [1–3].

На стадии элонгации транскрипции РНКП
может осуществлять не только синтез, но и эн�

донуклеолитическое расщепление РНК. Пред�
полагается, что реакция расщепления РНК иг�
рает важную роль в исправлении ошибок транс�
крипции и преодолении транскрипционных па�
уз, возникающих в ходе элонгации [4–6]. Рас�
щеплению РНК предшествует обратное смеще�
ние элонгационного комплекса (ЭК), при этом
3'�конец РНК выходит из активного центра во
вторичный канал РНКП [7, 8]. Биохимические
и структурные исследования последних лет поз�
волили предположить детальный молекулярный
механизм синтеза РНК бактериальной РНКП
[2, 3, 9], однако о механизме расщепления РНК
известно гораздо меньше.

Deinococcus radiodurans – уникальная бакте�
рия, обладающая высокой устойчивостью к ио�
низирующему излучению и целому ряду других
стрессовых воздействий [10]. Было показано,
что такие воздействия приводят к серьезным из�
менениям в экспрессии генов, что необходимо
для восстановления клеток и репарации ДНК
(см., например, [11, 12]). В то же время исследо�
вания особенностей транскрипционного аппа�
рата D. radiodurans очень немногочисленны, что
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связано со сложностью выделения РНКП и
транскрипционных факторов из этой бактерии
и отсутствием генетической системы для полу�
чения мутаций в генах РНКП.

По сравнению с РНКП E. coli РНКП D. radio#
durans образует нестабильные промоторные
комплексы и с меньшей эффективностью осу�
ществляет плавление ДНК в стартовой точке
транскрипции [13]. Похожими свойствами об�
ладает РНКП родственной термофильной бак�
терии Thermus aquaticus, причем было установ�
лено, что они определяются как σ�субъедини�
цей, так и кор�ферментом РНКП [13–16]. Воз�
можная роль этих особенностей в регуляции
транскрипции и стрессоустойчивости клеток
неизвестна. На стадии элонгации транскрипции
РНКП D. radiodurans проявляет гораздо боль�
шую скорость расщепления РНК, чем РНКП
E. coli, что могло бы играть роль в транскрипции
поврежденной ДНК [17–19]. Выяснение при�
чин данных различий важно для понимания ме�
ханизма реакции расщепления РНК и ее функ�
циональной роли в транскрипции.

В настоящее время для получения бактери�
альной РНКП используются три основных мето�
да: выделение нативной РНКП непосредственно
из клеток; сборка in vitro из субъединиц, экспрес�
сированных по�отдельности и выделенных из
штаммов�продуцентов; коэкспрессия всех генов
РНКП и выделение рекомбинантной РНКП.

Преимуществами последнего подхода являются
большой выход белка, возможность выделения
РНКП патогенных бактерий, отсутствие приме�
сей транскрипционных факторов (в случае
экспрессии в гетерологичной системе) и возмож�
ность внесения мутаций в гены РНКП. В настоя�
щее время такие системы экспрессии получены
для РНКП E. coli [20], T. aquaticus [21], B. subtilis
[22], M. tuberculosis [23, 24], X. campestris [25] и др.
Задачей данной работы было создание подобной
системы экспрессии для РНКП D. radiodurans с
целью дальнейших исследований особенностей
механизмов транскрипции у этой бактерии.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

В экспериментах использовали стандартные
реактивы фирм «Sigma», США (реактивы для
электрофореза и буферных растворов), «New
England Biolabs», США (ферменты для клониро�
вания), «GE Healthcare», США (хроматографи�
ческие колонки). Для клонирования использо�
вали наборы фирм «Zymo Research», США и
«Thermo Fisher Scientific», США. ДНК� и РНК�
олигонуклеотиды были синтезированы фирма�
ми «Синтол» и «ДНК�синтез», Россия.

Получение плазмиды pET28�rpoACBZ�Dra.
Схема сборки плазмиды представлена на рис. 1, а.
Гены rpoA, rpoC, rpoB и rpoZ D. radiodurans клони�

Рис. 1. Экспрессионная плазмида pET28�rpoACBZ�Dra. а – Схема получения плазмиды (ФК – фрагмент Кленова); б –
карта плазмиды. Плазмида имеет длину 15 215 п.н., внутри показана нумерация в т.п.н. Ориджины репликации pBR322 и
f1 отмечены черным цветом. Вектор pET28 кодирует устойчивость к канамицину (kan) и lac�репрессор. Гены rpoA, rpoB,
rpoC и rpoZ кодируют α�, β�, β'� и ω�субъединицы кор�фермента РНКП D. radiodurans соответственно. Положение промо�
торов Т7 РНКП показано черными треугольниками. В начале гена rpoC закодирован His6�якорь. Карта плазмиды постро�
ена в приложении PlasMapper Version 2.0

а                                                                  б
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ровали в вектор рЕТ28 по сайтам NcoI/XhoI,
NdeI/EcoRI, XbaI/EcoRI и NcoI/XhoI соответ�
ственно. На основе плазмиды pET28�rpoZ�Dra
была получена плазмида pET28�rpoZ(NotI)�Dra,
содержащая сайты NotI по краям гена rpoZ, с
помощью ПЦР с праймерами pet28�BglII�NotI�d
5'�ATCGAGATCTGCGGCCGCCGAAATTAA�
TACG�3' и DraZ�XhoI�NotI�r 5'�TCACTCGAG�
TGCGGCCGCTCAGTCGCGTTCGCGCTCG�3'
с последующим клонированием ПЦР�продукта
по сайтам BglII/XhoI в вектор рЕТ28. Плазмида
pET28�rpoAC�Dra была получена путем вставки
гена rpoA из плазмиды рЕТ28�rpoA�Dra в плаз�
миду рЕТ28�rpoC�Dra. Для этого плазмида
рЕТ28�rpoA�Dra была обработана эндонуклеа�
зой рестрикции XhoI, рЕТ28�rpoC�Dra – BglII с
последующей обработкой ферментом Кленова.
Обе линейные плазмиды были обработаны эн�
донуклеазой рестрикции SphI, и фрагмент
XhoI(blunt)�SphI из рЕТ28�rpoA�Dra, содержа�
щий ген rpoA и участок pET28, был лигирован с
рЕТ28�rpoC�Dra. Плазмида pET28�rpoACB�Dra
была получена путем вставки гена rpoB из плаз�
миды рЕТ28�rpoB�Dra в pET28�rpoAC�Dra. Для
этого рЕТ28�rpoB�Dra обрабатывали BglII,
pET28�rpoAC�Dra – NotI с последующей обра�
боткой ферментом Кленова, эндонуклеазой
рестрикции MluI и лигированием. На заключи�
тельной стадии в конструкцию pET28�rpoACB�
Dra по сайту рестрикции NotI был перенесен
ген rpoZ из плазмиды pET28�rpoZ(NotI)�Dra.
Конечная плазмида pET28�rpoAСВZ�Dra коди�
рует все четыре субъединицы кор�фермента
РНКП D. radiodurans с His6�якорем на N�конце
β'�субъединицы (ген rpoC).

Выделение белков. Кор�фермент РНКП E. coli
экспрессировали в штамме E. coli BL21(DE3) с
использованием плазмиды pVS10 (любезно пре�
доставлена И. Арцимович) и выделяли, как опи�
сано ранее [20]. Рекомбинантную РНКП D. ra#
diodurans экспрессировали в штамме E. coli
BL21(DE3) с использованием плазмиды pET28�
rpoACBZ�Dra. Несколько колоний клеток�
трансформантов со свежей чашки засевали в 1 л
среды LB, содержавшей 50 мкг/мл канамици�
на и 0,1 мМ ИПТГ, и выращивали при 22° в те�
чение 16 ч при перемешивании со скоростью
200 об/мин (конечная ОД600 > 3, выход 7–9 г
клеток из 1 л культуры). Клетки центрифугиро�
вали (4000 об/мин) и лизировали в буфере А
(50 мМ Tris�HCl, pH 7,9, 233 мМ NaCl, 2 мМ
ЭДТА, 5%�ный глицерин, 0,2%�ный Tween�20,
1 мМ β�меркаптоэтанол, 0,2 мг/мл лизоцим и
0,1 мМ фенилметилсульфонилфторид) в течение
30 мин на льду, после чего обрабатывали ульт�
развуком на приборе фирмы «Sonics&Materials
Inc.», США (400 W). Лизат центрифугировали

(15 000 об/мин), к супернатанту добавляли Polymin P
(полиэтиленимин) до конечной концентрации
0,6%. Раствор центрифугировали (13 000 об/мин),
осадок промывали буфером TGED (10 мМ Tris�
HCl, pH 7,9, 0,1 мМ ЭДТА, 0,1 мM ДТТ, 5%�ный
глицерин), содержавшим 350 мМ NaCl, и снова
центрифугировали. Белки элюировали из осад�
ка буфером TGED, содержавшим 1 М NaCl, с
последующим добавлением сухого сульфата ам�
мония (35 г на 100 мл элюата) к супернатанту
при перемешивании. После высаливания осадок
собирали центрифугированием (13 000 об/мин),
растворяли в буфере TGED, не содержавшем
NaCl, и наносили на колонку с гепарин�сефаро�
зой (5 мл Heparin�HiTrap; «GE Healthcare»,
США), уравновешенную буфером Б (20 мМ Tris�
HCl, pH 7,9, 5%�ный глицерин, 100 мМ NaCl).
Колонку последовательно промывали буфером Б,
содержавшим различные концентрации NaCl:
при 350 мМ NaCl удаляли примесные белки,
при 433 мМ NaCl элюировали РНКП D. radiodu#
rans, а при 600 мМ NaCl – РНКП E. coli. Данная
стадия позволяла удалить ~90% РНКП E. coli.
Фракции, содержавшие РНКП D. radiodurans,
очищали аффинной хроматографией на колон�
ке HiTrap Chelating Column объемом 5 мл, заря�
женной ионами Ni2+. Промывку от несвязав�
шихся белков проводили в Ni�буфере (10 мМ
Tris�HCl, pH 7,9, 500 мМ NaCl), содержавшем
20 мМ имидазола. РНКП D. radiodurans элюиро�
вали Ni�буфером, содержавшим 100 мМ имида�
зола. После диализа против буфера, содержав�
шего 40 мМ Tris�HCl, pH 7,9, 100 мМ NaCl, 1 мМ
ЭДТА, 0,1 мM ДТТ, 5%�ный глицерин, РНКП
очищали с использованием анионообменной
хроматографии на колонке MonoQ 5/5 HR (объ�
ем 1 мл; «GE Healthcare», США). РНКП элюи�
ровали солевым градиентом с использованием
буфера М (40 мМ Tris�HCl, pH 8,1, 5%�ный гли�
церин, 1 мМ ЭДТА, 0,1 мM ДТТ), содержавшего
0–600 мM NaCl. Состав всех белковых фракций
анализировали с помощью электрофореза по
Лэммли в 8%�ном ПААГ в денатурирующих ус�
ловиях. Белок концентрировали с использова�
нием ультрафильтров Amicon 100 (до концент�
рации 2–10 мг/мл), добавляли глицерин до 50%,
ДТТ до 1 мМ и хранили при –20 (до 1 года) или
при –70 (длительное хранение). Выход РНКП
составлял 2–10 мг/л культуры.

Транскрипция in vitro. Исследование скорос�
ти присоединения нуклеотидов и РНК�расщеп�
ляющей активности РНКП проводили с ис�
пользованием транскрипционных матриц из
синтетических олигонуклеотидов, как описано
ранее [17, 19]. ЭК собирали из кор�фермента
РНКП, матричного и нематричного ДНК�оли�
гонуклеотидов и меченой по 5'�концу РНК в
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транскрипционном буфере TB�40 (40 мМ Tris�
HCl, pH 7,9, 40 мM NaCl). Реакцию расщепле�
ния запускали добавлением 10 мМ МgCl2, реак�
цию синтеза – добавлением 10 мМ МgCl2 и 1 мМ
NTP. В некоторых экспериментах использовали
прибор для измерения быстрой ферментатив�
ной кинетики [19]. Реакцию останавливали до�
бавлением равного объема стоп�раствора, со�
державшего 8 М мочевину, 2× буфер ТВЕ, 20 мМ
ЭДТА. РНК�продукты разделяли в 23%�ном
ПААГ, визуализировали при помощи фосфо�
имиджера и рассчитывали процент прореагиро�
вавшей РНК в каждой временной точке. Значе�
ния наблюдаемых констант скорости реакции
(kobs) вычисляли в программе GraFit (Erithacus
Software) согласно уравнению кинетики реак�
ции первого порядка:

А = Amax × (1 – exp(–kobs × t)),

где A – количество РНК�продукта, Amax – мак�
симальное количество РНК�продукта, kobs – кон�
станта скороcти реакции первого порядка, t –
время реакции. Анализ эффективности связы�
вания ионов магния в активном центре РНКП в
ходе реакции расщепления проводили путем из�
мерения констант скорости расщепления РНК
(kobs) при разных концентрациях МgCl2 (0,1–100 мМ)
при 20° в буфере ТВ�40. Значение кажущейся
константы диссоциации Kd,app для связывания
ионов магния вычисляли в соответствии с ги�
перболическим уравнением: 

kobs = kobs,max × C/(Kd,app + C),

где kobs,max – максимальное значение скорости
расщепления при насыщающей концентрации
ионов магния, С – концентрация ионов Мg2+ в
реакции. Измерения скоростей расщепления
РНК при различных рН реакционного буфера
проводили в буфере, содержавшем Tris�HCl (для
значений рН 7,3, 7,7, 8,0, 8,3, 8,7, 9,0, 9,3) или
CAPS (3�(циклогексиламино)�1�пропансульфо�
новая кислота)�NaOH (рН 10), в присутствии
10 мМ МgCl2 при 20° для РНКП E. coli и при 10°
для РНКП D. radiodurans.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Получение рекомбинантной РНКП D. radiodu�
rans. Плазмида pET28�rpoACBZ�Dra (рис. 1, б),
кодирующая α�, β�, β'� и ω�субъединицы кор�
фермента РНКП D. radiodurans, была получена
путем постадийного клонирования генов от�
дельных субъединиц в вектор pET28. В получен�
ной конструкции все гены РНКП D. radiodurans

(rpoA, rpoB, rpoC, rpoZ) находятся под контролем
промоторов РНКП фага Т7, а β'�субъединица
содержит на N�конце His6�якорь.

Для экспрессии РНКП D. radiodurans был
использован штамм E. coli BL21(DE3), содержа�
щий хромосомную копию гена Т7 РНКП под
контролем индуцибельного lac#промотора. Под�
бор условий экспрессии показал, что оптималь�
ными условиями для получения активной
РНКП является рост клеток в присутствии 0,1 мМ
ИПТГ при комнатной температуре (22°). В этих
условиях видно появление в клетках белков, со�
ответствующих по подвижности α�, β� и β'�субъ�
единицам РНКП D. radiodurans (рис. 2, 1). При
повышении температуры происходит сверхэк�
спрессия β'�субъединицы и появление тел
включения, а при понижении температуры –
уменьшение количества индуцируемого белка.

Выделение РНКП было проведено стандарт�
ными методами (рис. 2): лизис клеток (1), осаж�
дение нуклеиновых кислот и связанных с ними
белков (в т.ч. РНКП) полиэтиленимином (2), хро�
матография на гепарин�сефарозе (3, 4), Ni�аф�

Рис. 2. Электрофореграмма белковых фракций, получен�
ных на разных стадиях выделения РНКП D. radiodurans:
1 – лизат клеток E. coli после экспрессии РНКП D. radio#
durans; 2 – элюат после преципитации полиэтиленимином
до нанесения на гепариновую колонку; 3 – хроматография
на гепарин�сефарозе, фракция элюции РНКП D. radiodu#
rans при промывке буфером с 433 мМ NaCl; 4 – фракция
элюции РНКП E. coli при промывке буфером с 600 мМ
NaCl; 5 – Ni�аффинная хроматография, фракция элюции;
6 – белковый маркер (Thermo Scientific PageRuler Unstained
Broad Range Protein Ladder, «Thermo Scientific», США).
Слева отмечено положение субъединиц РНКП D. radiodurans,
звездочкой показаны β� и β'�субъединицы РНКП E. coli,
имеющие приблизительно равную массу
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финная хроматография (5) и анионообменная
хроматография на колонке MonoQ. Важной
задачей работы было добиться очистки РНКП
D. radiodurans от примеси РНКП E. coli. Такая
очистка происходит при проведении хромато�
графии на гепарин�сефарозе, т.к. две РНКП элю�
ируются с колонки при разной концентрации
соли (433 и 600 мМ NaCl для РНКП D. radiodu#
rans и E. coli соответственно; рис. 2, 3 и 4). Ос�
тавшаяся примесь РНКП E. coli удаляется при
проведении Ni�аффинной хроматографии, т.к.
только РНКП D. radiodurans содержит в своем
составе His6�якорь. После стадии Ni�аффинной
хроматографии при окраске по Кумасси чистота
препарата РНКП D. radiodurans составляет
>98%. Заключительная стадия ионообменной
хроматографии (колонка MonoQ) была прове�
дена для удаления возможных примесей транс�
крипционных факторов E. coli, которые могли
бы связываться с РНКП D. radiodurans и изме�
нять ее свойства. Сравнение препаратов РНКП
до и после стадии анионообменной хроматогра�
фии не выявило различий в их чистоте и катали�
тической активности.

Анализ транскрипционных свойств РНКП
D. radiodurans. Активность выделенной РНКП
анализировали с помощью транскрипции in vitro
в тестах по синтезу и расщеплению РНК. Изме�
рение скорости включения нуклеотидов прово�
дили в искусственных ЭК, полученных с ис�
пользованием синтетических олигонуклеоти�
дов, соответствующих гибриду РНК–ДНК и пе�
реднему дуплексу ДНК в ЭК (рис. 3, а). Исполь�
зование таких комплексов позволяет измерить
непосредственно скорость присоединения нук�
леотида к РНК, исключив стадию инициации
транскрипции.

Было показано, что рекомбинантная РНКП
D. radiodurans не отличается по скорости вклю�
чения UTP (комплементарен следующему нук�
леотиду матрицы после 3'�конца РНК) от натив�
ной РНКП, выделенной из клеток D. radiodurans
(kobs ≈ 210 и 215 с–1 соответственно при 30°)
(рис. 3, б, [19]). РНКП D. radiodurans также лишь
незначительно превосходит РНКП Е. соli по
скорости синтеза РНК (не более чем в 2 раза,
рис. 3, б). Кроме того, были измерены скорости
присоединения некомплементарного нуклеоти�
да (CTP) и точность синтеза РНК, которая мо�
жет быть представлена как соотношение ско�
ростей включения правильного и неправильно�
го нуклеотидов. Оказалось, что скорость присо�
единения CTP РНКП D. radiodurans примерно в
1,5 раза выше, чем РНКП Е. соli. Таким образом,
данные РНКП не обладают значительными раз�
личиями в скорости и точности синтеза РНК
(рис. 3, б).

Для измерения скорости расщепления РНК
была использована синтетическая матрица, сос�
тоящая из трех олигонуклеотидов: матричной
цепи ДНК, нематричной цепи ДНК и РНК�
транскрипта длиной 15 нуклеотидов (рис. 4, а).
Как было показано ранее, ЭК, полученные с ис�
пользованием синтетических олигонуклеотидов
подобной структуры, не отличаются по своим
свойствам от природных комплексов [26, 27].
Сборку комплексов проводили в транскрипци�
онном буфере, не содержавшем ионов двухва�
лентных металлов. Реакцию запускали добавле�
нием ионов Mg2+; при этом происходило отщеп�
ление двух нуклеотидов с 3'�конца РНК с обра�
зованием 13�нуклеотидного РНК�продукта (по�
казано стрелкой на рис. 4, а). Было установлено,
что в данном ЭК рекомбинантная РНКП D. ra#
diodurans расщепляет РНК в 27 раз быстрее, чем
РНКП Е. соli (kobs = 0,83 ± 0,15 и 0,03 ± 0,007 мин–1

соответственно при 20°, 10 мМ MgCl2, рН 7,9).
Это согласуется с ранее опубликованными дан�
ными о повышенной скорости расщепления
РНК нативной РНКП, выделенной из клеток
D. radiodurans [17].

Известно, что скорость расщепления РНК
значительно зависит от концентрации ионов
Mg2+, которые играют ключевую роль в катали�
зе, участвуя в координации субстратов в актив�
ном центре РНКП [28, 29]. Для выявления воз�

Рис. 3. Измерение скорости включения нуклеотидов
РНКП D. radiodurans (Dra) и E. coli (Eco). а – Схема реак�
ции присоединения нуклеотидов в искусственном ЭК.
Стрелкой показано место включения нуклеотида в РНК;
б – константы скоростей включения нуклеотидов. Реак�
цию проводили при 30° в присутствии 1 мМ UTP (комп�
лементарный нуклеотид) или 1 мМ СТР (некомплементар�
ный нуклеотид). Соотношения скоростей включения
«правильного» и «неправильного» нуклеотидов приведены
в последнем столбце таблицы

а

б
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можных различий в связывании каталитических
ионов РНКП E. coli и D. radiodurans расщепле�
ние РНК было проанализировано при различ�
ных концентрациях MgCl2 (0,1–100 мМ). Было
установлено, что РНКП D. radiodurans значи�
тельно превосходит РНКП Е. соli по скорости
расщепления РНК при всех использованных
концентрациях MgCl2 (рис. 4, б). На основании
концентрационной зависимости скоростей ре�
акции были вычислены значения константы
диссоциации (Kd,app) для ионов Mg2+. Оказалось,
что по эффективности связывания ионов Mg2+

РНКП D. radiodurans лишь незначительно от�
личается от РНКП Е. соli (примерно в 2 раза,
Kd,app = 23 ± 5 мМ и 55 ± 2 мМ соответственно).
Кроме того, значительные различия в скоростях
расщепления между данными РНКП сохраня�
ются и при насыщающих концентрациях Mg2+

(kobs при 100 мМ MgCl2 различаются в 16 раз, сос�

тавляя 0,167 ± 0,004 и 2,8 ± 0,1 мин–1 для РНКП
Е. соli и D. radiodurans соответственно).

Еще одним фактором, определяющим раз�
ницу между РНКП Е. соli и D. radiodurans в ско�
ростях расщепления РНК, могли бы быть разли�
чия в рН�зависимости данной реакции, т.к. из�
вестно, что расщепление РНК бактериальной
РНКП значительно активируется при повышен�
ных значениях рН [9, 30–32]. Однако проведен�
ные эксперименты показали схожую рН�зави�
симость скоростей расщепления РНК для обеих
исследуемых РНКП в области значений рН 7–10
(рис. 4, в). При повышении рН > 8,0–8,5 наблю�
дался рост скоростей расщепления РНК как для
РНКП Е. соli, так и для РНКП D. radiodurans.
Стоит отметить, что в данном случае экспери�
мент с РНКП D. radiodurans проводили при
меньшей температуре, чем с РНКП E. coli (10 и
20° соответственно), что было необходимо для

Рис. 4. Анализ реакции расщепления РНК ферментами D. radiodurans (Dra) и E. coli (Eco). а – Схема использованного ис�
кусственного ЭК. Место расщепления РНК показано стрелкой; б – зависимость скорости реакции расщепления РНК
РНКП D. radiodurans и Е. соli от концентрации MgCl2. По оси абсцисс отложены значения концентрации MgCl2, по осям
ординат – константы скорости расщепления РНК (kobs, мин–1) для РНКП D. radiodurans (1) и E. coli (2) при 20°. Приведены
результаты одного из измерений; в – рН�зависимость скорости реакции расщепления РНК РНКП Е. соli и D. radiodurans.
По оси абсцисс отложены значения рН, по осям ординат – константы скорости расщепления РНК (kobs, мин–1) для РНКП
D. radiodurans (при 10°; 1) и E. coli (при 20°; 2)
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измерения очень высоких скоростей реакции
при повышенных значениях рН. Тем не менее
даже в этих условиях скорость расщепления
РНК в случае РНКП D. radiodurans значительно
(в 4–5 раз) превышает скорость работы РНКП
Е. соli во всем диапазоне рН.

Таким образом, различия РНКП Е. соli и
D. radiodurans в реакции расщепления РНК лишь
незначительно связаны с различиями в связыва�
нии каталитических ионов Mg2+ и в рН�зависи�
мости реакции.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Создание системы экспрессии рекомбинант�
ной РНКП D. radiodurans – важный шаг для изу�
чения аппарата транскрипции этой бактерии,
т.к. позволяет получать высокоочищенные пре�
параты РНКП и ее мутантных вариантов для ис�
следований in vitro. В нашей работе получен век�
тор для экспрессии кор�фермента РНКП D. ra#
diodurans в клетках Е. соli. Созданная плазмида
аналогична описанной ранее для РНКП близко�
родственной D. radiodurans бактерии T. aquaticus
[21]. Подбор условий экспрессии показал, что
при «мягких» условиях индукции (при низкой
концентрации ИПТГ и комнатной температуре)
удается получить достаточно большой выход
белка (до 10 мг очищенного белка из 1 л культу�
ры клеток). Выделение рекомбинантной РНКП
D. radiodurans стандартными методами (преци�
питация с полиэтиленимином, хроматография
на гепарин�сефарозе и Ni�аффинная хромато�
графия) позволяет избавиться от примесей
РНКП Е. соli и других клеточных белков. Допол�
нительная анионообменная хроматография не
приводит к изменениям транскрипционной ак�
тивности выделяемой РНКП, но уменьшает сум�
марный выход белка. В целом метод позволяет
выделять РНКП, лишенную примесей транс�
крипционных факторов D. radiodurans и E. coli.

Анализ свойств рекомбинантной РНКП в экс�
периментах по транскрипции in vitro не выявил
существенных отличий от нативной РНКП, выде�
ленной непосредственно из клеток D. radiodurans
[13, 17–19]. Измерение скоростей включения «пра�
вильного» и «неправильного» нуклеотидов в ис�
кусственных ЭК показало, что РНКП D. radiodurans
примерно в 1,5–2 раза быстрее катализирует ре�
акцию, чем РНКП Е. соli, и не отличается от пос�
ледней по точности синтеза РНК. Это согласует�
ся с ранее опубликованными данными о том, что
эти РНКП незначительно различаются по сред�
ней скорости элонгации транскрипции [13, 17].

В то же время РНКП D. radiodurans обладает
повышенной скоростью расщепления РНК на

стадии элонгации транскрипции (данная рабо�
та, [17]). Реакция расщепления РНК происхо�
дит в смещенных ЭК, которые могут образовы�
ваться при включении в РНК ошибочных нук�
леотидов и наличии различных препятствий на
матрице ДНК [6, 33]. В подобных случаях рас�
щепление РНК будет способствовать исправле�
нию ошибок транскрипции и реактивации арес�
тованных ЭК. В связи с этим можно предпола�
гать, что повышенная скорость расщепления
РНК в случае РНКП D. radiodurans может иметь
значение в стрессовых условиях, в т.ч. при нали�
чии большого числа повреждений в ДНК. Стоит
отметить, что реакция расщепления РНК бакте�
риальной РНКП также стимулируется специ�
альными Gre�факторами [28, 29], причем экспрес�
сия фактора GreA в клетках D. radiodurans воз�
растает после облучения [11].

В реакции расщепления РНК связывание
ионов Mg2+ в активном центре РНКП происхо�
дит гораздо менее эффективно, чем при включе�
нии нуклеотидов, что может иметь регуляторное
значение [26, 28, 29]. Возможной причиной по�
вышенной скорости реакции в случае РНКП
D. radiodurans могло бы быть более эффективное
связывание ионов магния. Однако проведенные
нами эксперименты показали, что РНКП E. coli
и D. radiodurans имеют сходную зависимость
скоростей реакции от концентрации ионов маг�
ния, причем РНКП D. radiodurans проявляет го�
раздо большую скорость расщепления даже при
насыщающих концентрациях ионов.

Связывание ионов магния в активном цент�
ре происходит с участием остатков аспарагино�
вой кислоты мотива NADFDGD β'�субъединицы
РНКП (остатки 458–464 по нумерации E. coli);
данная последовательность идентична у всех
РНКП. В то же время было показано, что заме�
на соседнего неконсервативного остатка в
РНКП E. coli на соответствующий остаток
РНКП D. radiodurans (А455Е) приводит к увели�
чению скорости расщепления РНК примерно в
2 раза [17]. Можно предположить, что это объ�
ясняется как раз влиянием данной замены на
связывание ионов магния (в соответствии с наб�
людаемыми небольшими различиями в связы�
вании данных ионов РНКП D. radiodurans и E. coli,
см. рис. 4, б), но данная гипотеза нуждается в
дальнейшей экспериментальной проверке. 

Скорость расщепления РНК значительно за�
висит от рН реакционного буфера, что, вероят�
но, связано с ионизацией определенных групп в
активном центре фермента [9, 30–32]. В случае
РНКП E. coli и T. aquaticus данная реакция акти�
вируется при рН > 8,5. Мы показали, что в слу�
чае РНКП D. radiodurans сохраняется похожая
зависимость, причем при всех изученных значе�
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ниях рН скорость расщепления значительно
превышает скорость для РНКП E. coli. Таким
образом, наблюдаемые различия, вероятно, не
связаны с различиями в ионизации функцио�
нальных групп активного центра, вовлеченных в
реакцию расщепления. Предположительно,
причиной данных различий могут являться осо�
бенности структуры активного центра и контак�
тов РНКП D. radiodurans с нуклеиновыми кис�
лотами в ходе реакции расщепления. Анализ
этих особенностей является важной задачей
дальнейшей работы.

Разработанная нами система экспрессии ре�
комбинантной РНКП D. radiodurans делает воз�
можным исследование детальных механизмов
катализа различных реакций в активном центре
данной РНКП, в т.ч. с применением мутантных
вариантов фермента. Кроме того, данная систе�
ма может быть использована для изучения меха�
низмов регуляции экспрессии генов с участием
транскрипционных факторов D. radiodurans.

Работа выполнена при финансовой поддержке
РНФ (грант 14�14�01074).
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The radioresistant bacterium Deinococcus radiodurans is one of the most interesting models for studies of cell stress
resistance. Analysis of the mechanisms of gene expression in D. radiodurans revealed some specific features of the
transcription apparatus that might play a role in cell resistance to DNA�damaging conditions. In particular, RNA
polymerase from D. radiodurans forms unstable promoter complexes, and during transcription elongation, it has a
much higher rate of RNA cleavage than RNA polymerase from Escherichia coli. Analysis of the structure and func�
tions of D. radiodurans RNA polymerase is difficult due to the absence of convenient genetic systems for making
mutations in the RNA polymerase genes and difficulties with enzyme purification. In this work, we developed a sys�
tem for expression of D. radiodurans RNA polymerase in E. coli cells. We obtained an expression vector encoding all
core RNA polymerase subunits and defined optimal conditions for the expression and purification of the RNA poly�
merase. We found that D. radiodurans RNA polymerase has much higher rates of RNA cleavage than E. coli RNA
polymerase under a wide range of conditions, including variations in the concentration of catalytic magnesium ions
and pH of the reaction buffer. The expression system can be used for further studies of the RNA cleavage reaction and
mechanisms of transcription regulation in D. radiodurans, including analysis of mutant RNA polymerase variants.
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